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　　　Reeently，　Spicer　et　al．　have　reported　thei’r　results　concerning　two　zones　of　precipitation　・in　myosin
caqsed　under　a　eertain　ionie　strength　and　pH　（3）．
　　　The　charaeters　in　respeet　to　the　solubility　of　actomyosin　（AM）　are　the　refleetions　of　those　of　myosin，
even　if　it　is・　sharper　in　the　case　of　myosin　than　in　AM．　Therefore，　the　new　phenomenon　mentioned　above
in　myosin　is　important　to　the　AM－ATP　（adenosinetri　phosphate）　interaction．　．．一．・
　　　Aceordingly，　the　author　studied　the　eff’eet　of　various　pH　and　ioni　e　strength　on　the　solubility　of　myosin
in　detail．
　　　The　results　are　as　follows：
　　　1）　Myosin　is　preeipitated　twiee　with　inereasing　pH　under　a　eertain　constant　ionic　strength　（Fig．　1）．
In　this　case，　alkaline　precipitate　is　formed　after　relatively　prolonged　intervals　（Fig・　3）．
　　　2）　The　pH　value　where　myosin　precipitation　oceurs　deereases　with　increas’ing　ionie　strength．　As　a
consequenee，　the　above　mentioned　two　zones　of　myosin　preeipitation　eonverge　（Fig．　1）．　On　the　other　hand，
these　zones　approach　likewise　with　deereasing　ionic　strength　below　O．10．
　　　3）The　grade　of　solubility　of七he　two　precipi七a七io蕗is　diff’erent，　namely，　alkaline　is　more　soluble
than　acid　（Fig．　2）．
　　　4）　At　pH　5．6　and　ionic　strength　O．38，　the　turbidity　that　develops　at　25QC　is　largely　reversed　at　OOC．
Aceordingly，　the　formation　of　preeipitation　is　endothermic　（Fig．　3）．
　　　5）　At　pH　5．6　and　ionic　strength　O．16，　the　turbidity　develops　abruptly　at　OOC，　however，　at　pH　8．0　and
ionic　strengtb　O．16，　the　turbidity　does　not　develop　till　after　two　hours，　in　spite　of　changing　the　tempera一
七ure〔OoC→25。C，25。C→OqC），　bu七develops　abruptly　at　250C　after　two　hours　following　beginning　of　reaction
（Fig．　3＞．
結晶．myosinの溶解性につき，基本的な等電点並びに滴．
定曲線に関する諸問題は，Sarkar1）並び．にMih乏1yi2）によ
つて’ﾚ細に研究され，myosinの溶解性についての諸種の
現象は，一応それらを基にして説明され得る。
　　しかるに最近Spicer3）は’結晶myosinの溶解性につき，
従来認められない，またSarkar等の見解から説明し難い
特徴的な現象を発表した。即ち，4オン強度を一定にして
pHを変えて行くと，従来の等電沈澱の他にさらに別な沈
澱がアルカリ側に認めら．れ．るという。
元来，actomyosin（AM）の溶解性は大体．においてmyo－
sinのそれと等しく，しかもmyosin．において．現象がむし
ろsharpに起るとされている。従って超沈澱を含めたAM
の溶解或いは沈澱性の問題をmyosinのそれとの関連に
おいて検討すべ．き’ことは当然であり，その意昧において
Spicerの報告は注目を要する。さらに．またSpicerがそ
の現象を，彼のAM－ATP（adenosinetriphosphate）反応
におけるgela七ion4）と関係ずけ．るべきことを示唆したこと
も興味深い。
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　Sp三cerの報告はさらvaiRの諸点からも注目を要する。
即ち，Ashmarin5），　Kafiani　et　aL6）はAMとATPの反
応下に起る収縮現象を，t定条件下にactin・freeなmyo－
sinを用いて発現せしめ，　AM－ATP反応に臨けるactin
の絶対的意義を疑わしめる成績を報告したが，その起る条
件が比較的アルカリ側であり，その点Spicerの二つの沈
澱帯の申，アルカリ側のものとの関連が示唆される。さら
に若狭7）はpH一定の条件下にAMの溶解性に対する諸種
塩類の影響を検討し，二つの沈澱帯の形成を報告したが，
Spicerの報告は若狭の成績との関連の上からも興味深い。
　以上幾つかの意味においてSpicer13）の報告は注目を要
する。ここにおいて著者は先ずSpicerと同一一条件，即ち
各種イオン強度及びpH条件で結晶myosinの溶解性を詳
細に検討した。
実験方法
　実験材料：
　a＞結晶myosin：i家：四三酪筋よりSzent－Gy6rgyi8）
法で抽出し，0．6廻KC1溶液とし，　ooC環境下に保存して
おく。蛋白濃度はmicro－Kjeldahl法により測定した。
　b）　buffer＝　0．08　M　histidine　buffer：p正［5．6よりpH
9．2まで0．4阻隔の10種類。pHは硝子電極pH－meterで
測定した。
　実験方法：内径1cm，高さ10　cmの平底小試験管に必
要なイオン強度になるように再蒸溜水，1MKCIを入れ，
それぞれに所定pHのbufferを入れて，温度25。Cの温水
槽に10分聞温浴後moysinを入れ，振猛混和後静置し反
応過程を観察した。各小試験管内の最終条件は次のとおり。
final　volume　：　2　cc　；　histidine　buffer　：　O．Ol　M　；　protein　：
o．8～1．1　mg／cc；pH及びイオン強度：各種。
　なお混濁度を測定するためには，内径1．5Cln，高さ10　cm
の比濁計用試験管に，予め0℃に冷却されている各反応液
を上記の順序で入れ，振盗混和直後，混濁度を測定して，
250Cの温水槽に30分入れ，．ｻの後0。Cの冷水槽に30分入
れ以下繰返し行いその混濁度を測定した。
　観察方法：
　a）肉的眼観察：色調，混濁度，aggrega七ionの程度，
沈澱のしかたを肉眼的に観察した。
　b）定量的方法：反応2時問後に3000Lp．m．，20　min。
の遠心沈澱により沈澱せしめ，その上清の蛋白濃度を島津
製光電分光光度計により280mμでoptical　densityを測
定して求めた。
　C）洗澱形成の過程を追求するためには，混濁度を自家
製蔵司計で測定した。
実験成績
　1）myosinの二つの沈澱帯形成：Fig．1は，　myosin
が沈澱を起す酸及びアルカリ側の領域を示す。即ち，一般
的に見ると明かにpRの低い方から順dK，上側の沈澱部分，
Tyndall現象によって青味を帯びている溶液部分，アルカ
リ側の沈澱部分，水様透明な溶液部分が認められる。イオ
ン強度が高くなれば，二つの沈澱帯は寄り集る傾向があり，
またイオン強度が低くなれば（図には示してないがイオン
強度O．10以下），二つの沈澱帯はともに急激にその幅を増
して，その間の溶解部は減少し，遂には両沈澱帯は相接す
る。
　酸側pH領域の沈澱は，反応直後に混濁が発現し，速か
に粗い沈澱を形成し，外見は青昧を帯びる。この沈澱の形
成部位はイオン強度が高くなれば次第に酸側に．移動してい
る。この沈澱帯の幅はSarkari）の報告したmyosinの等
電点を中心にして左右約pH　1の範囲にわたっている。
　　アルカリ側pH領域の沈澱は，最初透明で約5～10分
で細かい白い混濁が発現し，吹第に増強し，約io～15分
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　　　Fig．　1．　The　pH　and　ionic　strength
　　　　dependence　of　myosin　solubility．
　Reaction　mixtures　eontained　in　order　of　mi－
xing：
　redis七illed　water，1MKCI　as　required，0．08　M
histidine　buffer　of　appropriate　pH，　and　2　mg
myosin　to　make　final　volume　2　cc．　Reaction　was
carried　out　at　250C．
　Tube　containing　the　solution　was　rnixed　by
shaking，　and　then　was　observed　with　naked　eye．
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後には細かい白い網目を形成し，漸次沈澱して来る。この
際myosinのsampleにより超沈澱時の如く，　syneresis
を愚わせる現象を呈する場合がある。この沈澱形成に要す
る時聞はイオン強度が低いほど早い傾向がある。またこの
アルカリ側の沈澱もイオン強度が高くなればii欠第に酸側に
移動している。
　Fig．2は，イオン強度0．16で反応2時聞後Va　3000　r．p．m．，
20min．の遠心沈澱によ一り沈澱せしめ，上清の蛋白濃度を
島津製光電分光光度計の280mμで測定したoptical　den－
sityから求めた上清蛋白濃度の百分率曲線である。これに
よって酸側沈澱は約90％，　アルカリ側は約50％沈澱して
いることがわかる。即ち，アルカリ側は酸側に比しかなり
溶解度が高い。
　2）myosin沈澱形成の温度依存性（Fig．3）＝pH　5．6イ
オン強度0．38の条件で，ODC，25DCと温度を交互に変えて
測定した混濁度の時間経過はFig．3に示してある。図から
明かな如く，この点では温度による．可逆性が認められ，ま
たその沈澱形成は吸熱的であることが示される。
　pH　5．6イオン強度0．16の条件で同様に0℃，25℃と温
度を交互に変えて実験したが，0℃で反応混液は直ちに肉
眼的に強い混濁を呈し，以後温度を変化しても同一である。
しかしてこれの混濁度を測定すると，0℃において反応開
始直後すでに高い値を示し，以後温度の高低にかかわらず
一方的に極く僅かの混濁度の増加が認められる。その場合
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　Fig．　Z．　Myosin　solubility　under　various
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　Solu七ions　prepared　as　detailed　in　Fig．1were
centrifuged　20　min．　at　3000　r．p．m．　at　two　hours
after　biginning　of　reac七ion，
　Protein　determinations　were　made　by　optical　，
density　measurement　at　280　mpt　spectrophotome－
trically．
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　　Fig．　3．　Temperature　dependenee　of　myosin　aggregation」
　　The　turbidity　of　solutions　prepared　as　detailed　in　Fig．　1　was
measured　nephelometrieally．
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高温の方が混濁度の増し方は強い傾向がある。また図には
示してないが，この条件で一つは0℃の状態の儘，他は
25℃に放置した儘のものについて観察したが，両者ともに
反応開始直後に最終状態に達し，’ ｻの最終状態は両者で差
が見られない。
　p且8．0イオン強nc　O．16の条件で同様に00C，25℃と温
度を交互に変えた場合には，先ず肉眼的には最初0℃にお
いて透明であり，以後約2時閻までは温度の高低にかかわ
らずその状態を保つ。しかしその後25℃に入れると急速
に混濁の発現が見られた。しかしてこれの混濁度を測定し
た結果は，Fig．3の下のcurveであり，最劫0℃におい
ては混濁度は低く，以後2時聞まで温度により変化せず，
2内聞後25℃でやや急に混濁度が増加してきた’ve。
総括並びに考按
　著者の成績を総括すれば以下の如くなる。
　1）myosinはイオン強度を一定にしてpHを変えて行
くとごつの沈澱を形成する。しかしてアルカリ側の沈澱形
成には一定時間の経過を必要とする。
　2）イオン強度を高くすれば，三門アルカリ側ともに沈
澱を形成するpH値は酸側に移動し，この二つの沈澱帯は
寄り集る傾向があり，またイオン強度を低くすれば（4オ
ン強度0．10以下），二つの沈澱帯はともに急激にその幅を
増して，その聞の溶解部は滅少し，遂には両沈澱帯は相接
する。
　3）両沈澱帯に溶解度の差が認められ，アルカリ側は酸
側に比しかなり溶解度が高い。
　4）pH　5．6　4オン強度0．38の条件における沈澱形成は
温度に対し可逆的であり，且つその沈澱形成は吸熱的であ
る。
　5）pH　5．6イオン強度0．16においては，00Cで反応開始
直後すでに殆ど沈澱を完成するが，pH　8．0　／オン強度O．16
においては，沈澱形成は温度の高低にもかかわらず少なく
とも2時間までは認められず，後250Cにして始めて認め
られる。
　以上の成績はSpicer3）の成績と比較し，些細な量的な
点では2，3異なる点があるが，大体において同一である。
したがってpHを変えることによってmyosinは二度沈澱
を経過するという事実はそれら両沈澱の持つ特性とともに
myosi11の新しい性質として注目しなければならない。
　先にSarkari）並びにMihalyi2）がmyosinの等電点，
並びに滴定曲線の詳細なる研究において，アルカリ側の沈
澱を観察し得なかったが，恐らくこれは氏等の観察時言が
短かく，従って一定時問後に起るこの沈澱を見逃したもの
と考えられる。
　攻に．この従来見られなかった現象に関し，その機転の解
明に対し重要と思われる事項について2，3考察を試みる。
　Sarkari）によれば，　my（》sinの等電点はK：Cl濃度の変化
により移動し，塩のない場合はpH　5．4であるが，　KCI濃
度を増すに従って先ずアルカリ側に移動し，0．025Mでは
7になり，さらに濃度を増すと反対の方向に移動し，O．05
Mでは6。6，0．1Mでは6．0，0．2Mでは5A，0．3Mでは4．8
と論詰に移動する。これと比較するに，著者の成績の酸側
沈澱はSarkarのいう等電点の左右約pH　1の範囲内の
pH域にまたがって認められ，従って氏の報告した等電沈
澱であると考えられる。しかしてMihalyi2）の成績から考
えるに等電点よりpHを増すことによってmyosinの←｝
chargeは増加し，　myosin分子のnet　chargeは←｝にな
ることが結論される。従って著者のアルカリ側の沈澱は等
電的ではなくむしろ（一》にchargeされた状態で起るとい
わねばならない。このことはこのアルカリ側の沈澱形成に
は一定の時聞を要し，．且つそれは温度上昇により促進され，
且つ吸熱的傾向があることとともに，その機転解明上注目
しなければならない特性と考えられる。
　なお若狭7）はpH　一faの条件下va　AMの溶解性に対する
諸種塩類の影響を検討し，二つの沈澱帯の形成を報告．した
が，　これらはSarkari）のdataを基本1として論ぜられ得
る現象であり，且つ両沈澱帯ともその形成に時間を要しな
いことを考慮すればむしろ著者の酸側沈澱のみに関係があ
り，従ってアルカリ側の沈澱形成機転とは関係がないと考
えられる。
　次に上記現象のAM－ATP系の反応において有する意義
に関し，2，3ふれて見ることにする。
　Spicer3）はこの現象の意味について彼がさきに発表した
AM－ATP反応におけるgelation4）と密接な関連を求めて
いる。元来AMとmyosinとは溶解性に関しては大体に
おいて同一であり，しかもmyosinにおいて現象がむしろ
sharpに起るとされている。従ってAMにおけるこのよ
うな現象につき，myosinにその機転の基盤を求めること
は興味深い。この点に関しては今後検討を加えるべき澗題
であろうと考える。
　さらにSpicer：s）はさき’に彼が報告したイオン強度0．18，
Mg”存在下のAM－ATPase活性のpH依存性のdata9）
における二つのpH　optimumが，丁度その条件下の
ec’ ｷでに述べた如く25℃下では，このアルカリ側の沈澱の発現は反応開始後約10～15分であった。従ってこの場合，
　沈澱の発現時間はかなりおくれていると言はねばならない。　この点については実験条件の差，即ち反応開始前の一反
　応液が普通の場合は25。C，この揚合は0℃に充分保存されていたことに起因すると考えられる。
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myosinの二つの沈澱形成部位のpHに一致することから，
この二つの沈澱とATPase活性との．関連を示唆している。
しかしながら，一般にAM－ATPaseとmyosin－ATPaseと
は異なる性質を有するとされ，また小西10）によればmyo－
sin－ATPase活性は二つのpH　opcimumを持っており，
且つ0．6MK：CI環境下でもpH　6．5と9にoptimumを持
っている（Fig．1か日明かな如くO．6　M　KCIではかかるpH
においてmyosinは沈澱を形成しない）等よりmyosin－
ATPase活性のごつのpH　optimumを上述の二つの沈澱
に関連せしめることはむしろ不可能と考えられる。
　次にアルカリ側沈澱の意義に関し重要なのはK：afiani6）
et　al．の成績である。即ちactin－freeなmyosinの表面
膜より作った：myosin糸（thread）はATPで収縮し得ると
いう。しかしてKCI濃度0．05　Mの実験条件下でそのpH
optimumは9にあると述べている。この条件は著者のイ
オン強度0．05におけるアルカリ側沈澱のそれに完全に一
致している。この点を考慮すると，その収縮とATPase活
性との密接な関連を強調するKafianiの主張を否定する
ことは勿論出来ないとしても，少なくとも二三のアルカリ
側の沈澱がその基盤になっていることも否定し得ないと考
えられる。
　さらにアルカリ側の沈澱形成が吸熱的或いは吸熱的傾向
であることは，一般に吸着的なaggregationの形成反応
は発熱的であることと考え合ぜると一応注目を要する。従
来，myosinのaggregation形成と温度との関係につい
ては2，3報告1b郵14）はあるが，吸熱的か発熱的か未だに
見解は一定していないようである。さらに著者のアルカリ
側の沈澱形成は，上述の如く単なる吸着的なaggregation
の形成ではなく一定の時聞経過を要し，その点機構が一層
複雑なもので明かに従来のmyosin　aggregation形成と
も異なっている。従ってこのアルカリ側の沈澱形成と温度
に関する問題については，従来の山側におけるmyosin
aggregation形成と温度に関する問題とともに今後詳細
に検討すべきものと考える。
　以上著者は新しいmyosin　aggregationを確認すると
ともにその特徴機構，並びにAM－ATP系の相互反応に
対してもつ意義につge　2，3論じたが，要するにその沈澱
形成構機についてはなお不明な点が多い。これらに関して
は目下このmyosin　aggregationに対するATP並びにそ
の他のagentの影響及び温度の影響の面から詳細に検討
を加えておりその結果をまって改めて論じたい。
結 び
　結晶myosinの溶解性に対する種々のpH及びイオン強
度の影響を検討し，y）〈の如ぎ結果を得た。
　1）myosinはイオン強度を一定にしてpHを変えて行
くと，酸側の沈澱の他にアルカリ側にも沈澱を生ずる。ア
ルカリ側の沈澱形成には一定時間の経過を必要とする。
　2）Zオン強度を高くすれば酸側，アルカリ側ともに沈
澱を形成するpH値は酸側に移動し，二つの沈澱帯は寄り
集まる傾向があり，またイオン強度を低くすれば（イオン
強度0．10以下），二つの沈澱帯はともに急激にその幅を増
して，そ 間の溶解部は減少し遂には両点温帯は相接する，
　3）両沈澱池には溶解度の差が認められ，アルカリ側は
酸側に∫麗してかなり溶解度が高い。
　4）pH　5．6　／オン強度0，38の条件における沈澱形成は
温度に対し可罰r勺であり，且つ沈澱形成は吸熱的である。
　5）p正【5．6イオン強度0，16においては，0℃で反応開始
直後すでに殆ど沈澱を完成するが，pH　8．0イオン強度0．16
においては，沈澱形成は温度の変化にもかかわらず少なく
とも2時間までは認められず後250Cにして’始めて認めら
れる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和32．1．19受付）
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